Entzündungsparameter und Vorläufermarker bei der Coronaratherosklerose by Golbs, Sebastian
Entzündungsparameter und Vorläufermarker
bei der Coronaratherosklerose
Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
Dr. med. dent.
an der Medizinischen Fakultät
der Universität Leipzig
eingereicht von: Sebastian Golbs
geboren am 20. April 1980 in Erfurt
angefertigt an: Universität Leipzig
Medizinische Fakultät
Institut für Anatomie
Betreuer: Prof. Dr. med. Katharina Spanel-Borowski
Dr. rer. nat. Kristina Sass
Beschluß über die Verleihung des Doktorgrades vom 17.12.2009
Bibliographische Beschreibung
Golbs, Sebastian
Entzündungsparameter und Vorläufermarker bei der Coronaratherosklerose
Universität Leipzig, Dissertation
59 S.1, 56 Lit.2, 17 Abb., 3 Tab.
Referat
Atherosklerotische Arterien unterliegen strukturellem Umbau und chronischer Inﬂam-
mation, die von einer dynamischen Entwicklung von Vasa vasorum (VV) begleitet wird.
Die Beteiligung von Leukozyten und von vaskulären Vorläuferzellen an der Neovaskulari-
sierung sowie die intimale Hyperplasie stehen im Zentrum der Atheroskleroseforschung.
Damit verbundene Erkenntnisse könnten neue therapeutische Ansätze ermöglichen. Die
vorliegende Arbeit befaßt sich mit der morphologischen Verteilung von Leukozyten (CD45,
CD68, Mastzellen) und von Zellen mit Vorläufermarkern (CD34, CD117, VEGFR-2)
in menschlichen Coronararterien mit verschiedenen atherosklerotischen Schweregraden.
Mittels immunhistologischer Technik wurden Intima und Adventitia untersucht und
die Ergebnisse zu den atherosklerotischen Schweregraden und der Neovaskularisierung
korreliert. In Intima, Adventitia und dem perivaskulären Fettgewebe hat die Dichte
der CD45+ Lymphozyten ihr Maximum im atherosklerotischen Grad 3. Dabei konnte
sowohl in der Intima als auch in der Adventitia gezeigt werden, daß eine lineare Kor-
relation der CD45+ Lymphozyteninﬁltration und VV-Dichte vorliegt. Es wurden zwei
unterschiedliche Entzündungsmuster festgestellt. Beide zeigen in Grad 3 eine Zunahme
der Zelldichten. In Grad 4 – 5 fällt die Dichte des einen Musters (CD45+, VEGFR-2+,
VV) jedoch ab, während die Dichte des anderen Musters (CD34+, CD68+, Tryptase+,
CD117+) in Grad 4 – 5 keine Veränderung aufweist. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
daß Leukozyten und vaskuläre Vorläuferzellen im Verlauf der Atherogenese wechselnde
Funktionen wahrnehmen können. Sie nehmen oﬀensichtlich VV als Eintrittspforte in die
Gefäßwand.
1Seitenzahl insgesamt
2Zahl der im Literaturverzeichnis ausgewiesenen Literaturangaben
„Im stürmischen Kampf ums Dasein verlangt es uns nach etwas Dauerhaftem,
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1 Einleitung
Die Atherosklerose ist eine degenerative und entzündliche Erkrankung der Gefäßwand.
Über eine Lumeneinengung kommt es zu einer Minderdurchblutung des zu versorgen-
den Gewebes. Myokardinfarkte und ischämische Hirninfarkte sind mögliche, akut le-
bensbedrohliche Folgen. Sie zählen mit zu den Erkrankungen des Kreislaufsystems,
die in Deutschland mit 43,7% im Jahr 2006 die häuﬁgsten Todesursachen darstellen
(Statistisches Bundesamt 2007).
Ein Großteil der Studien beschäftigt sich mit morphologischen Veränderungen der
Intima und Media. Zu diesen zählen (1) die Bildung eines Atheroms, (2) eine Intimaﬁbrose
und (3) die Splitterung der Membrana elastica interna. Die Reaktionen der Adventitia
(leukozytäre Inﬁltration, Neovaskularisierung) und des perivaskulären Fettgewebes (Pro-
duktion von Chemokinen) blieben bisher vielfach unbeachtet. Dabei haben Schwartz und
Mitchell bereits 1962 auf eine zelluläre Inﬁltration der Adventitia als mögliche Ursache
der Atherosklerose aufmerksam gemacht. In einer kürzlich veröﬀentlichten Studie wird
der Adventitia der Hauptanteil lokaler Immunreaktion zugeschrieben (Moos et al. 2005).
Weiterhin haben aktuelle Studien an allogen transplantierten und verletzten Arterien bei
Mäusen eine Beteiligung von Vorläuferzellen, die vom Knochenmark abstammen, an den
atherosklerotischen Prozessen nahegelegt (Sata et al. 2002, Hu et al. 2004). Vorläufer-
zellen besitzen unterschiedliche Marker (z. B. CD117, CD34, VEGFR-2, CD133) und
können durch diese näher charakterisiert werden. Vorläuferzellen wurden kürzlich durch
Immunﬂuoreszenzlokalisation in menschlichen, atherosklerotisch veränderten Aorten
nachgewiesen (Torsney et al. 2007).
1.1 Aufbau der Gefäßwand
Arterien können in zwei Hauptgruppen unterteilt werden, Gefäße des muskulären bzw.
elastischen Typs. Erstere sind im Durchmesser eher klein und herzfern. Die Gefäßwand
ist in drei Schichten aufgebaut (Abb 1.1). Diese werden, vom Gefäßlumen beginnend,
1.1 Aufbau der Gefäßwand 6
100µm
I
MI
M
ME
A
Abb 1.1: Wandaufbau der Arteria radialis (ARAD), muskulärer Typ. Elastika
van Gieson (EvG). Intima (I), Membrana elastica interna (MI), Media (M), Membrana
elastica externa (ME), Adventitia (A).
als Tunica intima, Tunica media und Tunica adventitia bezeichnet, hier vereinfachend
Intima, Media und Adventitia genannt. Die Intima besteht aus einer Endothelzellschicht
sowie einem subendothelialen Bindegewebe. Die Media wird hauptsächlich aus glatten
Muskelzellen gebildet, die zirkulär angeordnet sind. Die Adventitia enthält zahlreiche
elastische und kollagene Fasern und verbindet somit das Gefäß verschieblich mit seiner
Umgebung. Der Adventitia schließt sich häuﬁg das perivaskuläre Fettgewebe an. Dieses
ist bei verschiedenen Gefäßen unterschiedlich stark ausgeprägt.
Zwischen den Wandschichten beﬁnden sich elastische Fasern. Diese können mit der
EvG-Färbung ausgezeichnet dargestellt werden. Während die Membrana elastica interna,
zwischen der Intima und Media gelegen, meist einschichtig erscheint, ist die Membrana
elastica externa, zwischen Media und Adventitia, ein vielfach aufgesplittertes, zellarmes
Fasernetz. Die Dicke der Membrana elastica externa ist für die unterschiedlichen Gefäße
sehr variabel. Im Durchmesser große und insbesondere herznahe Gefäße weisen einen, der
Windkesselfunktion geschuldeten, höheren Anteil elastischer Fasern auf. Dementsprechend
werden sie als Gefäße elastischen Typs bezeichnet. Die elastischen Fasern sind in der Media
besonders stark ausgeprägt, so daß die Gefäßschichtung weniger klar als bei Arterien
des muskulären Typs zur Geltung kommt. Zwischen diesen beiden Hauptgruppen der
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Gefäßtypen existiert ein breites Spektrum von Mischtypen, je nach Ort und Funktion des
jeweiligen Gefäßes. Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gefäßen ergab sich
für die ARAD ein muskulärer Typ, für die Arteria thoracica interna (ATHOR) und die
Coronararterien ebenso ein muskulärer Typ, jedoch mit stärker ausgeprägten elastischen
Anteilen.
Die Blutgefäße selbst werden von zahlreichen kleineren Blutgefäßen versorgt, die
als Vasa vasorum (VV) bezeichnet werden. Die VV sind anhand einer IHC gegen von
Willebrand-Faktor (vWF) in Abb 1.2 dargestellt. Große VV sind zwischen der Adventitia
und dem perivaskulären Fettgewebe besonders zahlreich.
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Abb 1.2: VV bei einer Coronararterie. IHC mit vWF. Intima (I), Media (M),
Adventitia (A), perivaskuläres Fettgewebe (F).
1.2 Pathologie der Atherosklerose
In der heute anerkannten Response to injury-Theorie (Ross et al. 1977) werden drei auf
eine Endothelschädigung folgende Reaktionen beschrieben. Diese sind (1) eine intimale
Proliferation glatter Muskelzellen, (2) deren Produktion von Bindegewebsmatrix wie
Kollagen, elastischen Fasern und Proteoglykanen sowie (3) intra- und extrazelluläre Lipid-
ansammlungen. Diesen Veränderungen liegt vermutlich eine Dysfunktion des Endothels
zugrunde, die eine verstärkte Adhäsion und Permeabilität ermöglicht (Ross 1999). Von
Makrophagen, die aus eingewanderten Monozyten hervorgehen, sowie von T-Lymphozyten
wird über vasoaktive Stoﬀe und Cytokine eine Immunreaktion vermittelt. Bleibt diese
Reaktion weiter bestehen, migrieren und proliferieren die glatten Muskelzellen und die Ge-
fäßwand nimmt an Dicke zu. Anfänglich wird die mit dieser Verdickung und Intimaﬁbrose
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einhergehende Lumeneinengung durch eine Erweiterung des Gefäßdurchmessers kompen-
siert (Glagov et al. 1987). Die Aktivierung der Makrophagen führt zu einer Freisetzung
von Metalloproteinasen wie Kollagenasen und Elastasen (Galis et al. 1994). Infolge der
erhöhten proteolytischen Aktivität kommt es zu einem Umbau der extrazellulären Matrix.
1.3 Einteilung der atherosklerotischen Schweregrade
Auf histomorphologischen Erkenntnissen aufbauend, haben Stary et al. (1992, 1994,
1995) eine Stadieneinteilung der Atherosklerose vorgenommen. Zu den initialen Läsionen
zählen Grad 1 und 2. Das Erscheinungsbild des 1. Grades wird durch eine erhöhte Dichte
von Makrophagen in der Intima bestimmt. Der Gehalt an intrazellulären Lipidtropfen
nimmt in den Makrophagen stetig zu und gibt ihnen ein schaumiges Erscheinungsbild,
von welchem sich der Terminus Schaumzellen ableitet. Die Schaumzellen lagern sich
im weiteren Verlauf zusammen und bilden im Grad 2 makroskopisch sichtbare fatty
streaks. Das Auftreten von ersten extrazellulären Lipidansammlungen ist Merkmal des
3. Grades und stellt eine, als Präatherom bezeichnete, intermediäre Läsion dar. Mit Grad 4
beginnen die fortgeschrittenen Läsionen. Kennzeichnend ist hierfür die Kumulation
der extrazellulären Lipidherde zu einem fettreichen Kern, dem Atherom. Eine, den
Atheromkern zum Lumen hin abgrenzende, ﬁbröse Kappe ist das Kriterium für Grad 5,
dem Fibroatherom. Als Komplikationen sind Grad 6 und 7 zu verstehen. Sie unterscheiden
sich in den Plaquequalitäten und stellen keinen linearen Verlauf der Pathogenese dar.
Bei Grad 6 kommt es durch einen Einriß der ﬁbrösen Kappe zu einer hämorrhagischen
Plaqueeinblutung bzw. zu einem muralen oder okklusiven Thrombus. Für Grad 7 ist
eine überwiegend kalziﬁzierte Läsion ausschlaggebend. Grad 8 stellt mit einer zellarmen,
kollagenen Bindegewebsmatrix einen narbigen Ausheilungszustand dar.
1.4 Vorläuferzellen
Die Gewebe des menschlichen Organismus sind häuﬁgen Veränderungen unterworfen. Es
ﬁnden stetige Abbau-, Aufbau- und Umbauprozesse statt. Desweiteren müssen gealterte
Zellen in regelmäßigen, gewebsspeziﬁschen Abständen ersetzt werden. Die neuen Zellen
gehen dabei aus einem Reservoir an Stamm- und Vorläuferzellen hervor. Sie weisen
gegenüber ausdiﬀerenzierten Zellen eine höhere Teilungsrate auf und besitzen die Mög-
lichkeit, sich zu unterschiedlichen Zellinien zu entwickeln. Während der Diﬀerenzierung
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durchlaufen die Zellen eine Vielzahl von Stadien mit einem jeweils unterschiedlichen
Ausprägungsmuster von Antigenen. Auch bei pathologischen Prozessen spielen Stamm-
und Vorläuferzellen vermutlich eine wichtige Rolle für die Geweberegeneration und
Neovaskularisierung. So zeigten Grundmann et al. (2007) bei Patienten mit Herzin-
farkt einen Konzentrationsanstieg von CD34+, CD34+VEGFR-2+, CD34+CD133+ und
CD34+CD117+ Zellen im periphären Blut. Nach ischämischen Stoﬀwechsellagen werden
diese Zellen aus dem Knochenmark freigesetzt. Die Signalwege sind hierbei noch nicht
abschließend aufgezeigt.
Das membranständige Antigen CD34 (Synonym: Mucin) beﬁndet sich auf Endo-
thelzellen vieler Kapillaren sowie auf hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen
und embryonalen Fibroblasten. Es ist ein Glycophosphoprotein und ist der Ligand für
L-Selektin. Als Adhäsionsmolekül spielt es für die Leukozytenadhäsion und -diapedese
am Endothel eine wichtige Rolle (Fina et al. 1990, Krause et al. 1996). Für die CD34+
hämatopoetischen Stammzellen konnte gezeigt werden, daß sie sich, neben ihrer Fähigkeit
zur Blutbildung, zu folgenden Zellen diﬀerenzieren können:
· Kardiomyozyten und Endothelzellen (Yeh et al. 2003)
· Hepatozyten und Epithelzellen (Körbling et al. 2002)
· Zellen des Nervensystems (Goolsby et al. 2003).
Der Marker CD117 (Synonym: c-kit) ist eine transmembranöse Rezeptortyrosinkinase
(Yarden et al. 1987) mit stem cell factor (SCF) als Ligand. Sein Vorkommen erstreckt
sich auf unterschiedliche Zellen, wie zum Beispiel myeloide Vorläuferzellen, Mastzellen,
Melanozyten und Keimzellen (Arber et al. 1998). Desweiteren wird CD117 von verschie-
denen Tumorzellen verstärkt exprimiert. Bei einer immunhistologischen Färbung von
CD117+ Vorläuferzellen in der Adventitia der Blutgefäße ergibt sich die Notwendigkeit,
die ebenso CD117+ Mastzellen von den Vorläuferzellen abzugrenzen. Hierfür wurde eine
Doppelfärbung mit Tryp durchgeführt (siehe Kap 2.2.1).
Der Marker CD133 ist ein membranständiger Rezeptor und wird auf CD34+ Stamm-
und Vorläuferzellen exprimiert, die aus dem Knochenmark abstammen (Yin et al. 1997).
Im Verlauf der Diﬀerenzierung verlieren diese Zellen das Antigen CD133 frühzeitig
(Peichev et al. 2000).
1.5 Neovaskularisierung 10
Der vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2, Synonyme: Flk-1, KDR,
CD309) ist eine Rezeptortyrosinkinase. Sein Vorkommen erstreckt sich auf Endothelzellen
sowie frühe hämatopoetische Stammzellen und Hämangioblasten (Millauer et al. 1993).
Für die Vaskulogenese ist der Signalweg über VEGF/VEGFR unverzichtbar (Drake
et al. 2000). Die Aktivierung von VEGFR-2 hat somit eine wichtige Funktion für viele
biologische Vorgänge wie zum Beispiel für Embryonalentwicklung und Wundheilung aber
auch für die Zellproliferation, Migration und Diﬀerenzierung.
1.5 Neovaskularisierung
Die klassische Vorstellung von der Gefäßbildung geht davon aus, daß sich im adulten
Organismus neue Gefäße nur noch durch Aussprossung von bereits bestehenden Gefäßen
bilden (Angiogenese). Diese Annahme wurde in jüngerer Zeit durch die Theorie der
de-novo-Synthese (Vaskulogenese) ergänzt (Shi et al. 1998). Bei der Vaskulogenese kön-
nen neue Gefäße von zirkulierenden, unreifen Endothelvorläuferzellen gebildet werden.
Insbesondere bei ischämischen Stoﬀwechsellagen wird die Freisetzung dieser Vorläuferzel-
len aus dem Knochenmark angeregt und dadurch die Neovaskularisierung gefördert sowie
die Durchblutung ischämischer Gebiete verbessert.
1.6 Ziele
Die verschiedenen Grade der Atherosklerose nach Stary et al. (1992, 1994, 1995) können
mit verschiedenen Graden der Entzündungsreaktion in der Adventitia und dem perivas-
kulären Fettgewebe korrelieren. Zur Überprüfung der Annahme bedarf es (1) einer sorg-
fältigen Analyse der Leukozyten (Dichte und Typ) sowie der VV (Dichte, Durchmesser).
(2) CD117+ Vorläuferzellen als mögliche Quelle proliferierender Endothelzellen und glat-
ter Muskelzellen sind näher zu beleuchten und von gleichfalls vorkommenden Mastzellen
mit CD117-Expression abzugrenzen. Diese sorgfältige Studie fehlt für menschliche Coro-
nararterien mit Atherosklerose. In der vorliegenden Arbeit werden an atherosklerotisch
veränderten, menschlichen Coronararterien sowohl die Entzündungsparameter (Dichte
der Leukozyten, VV) als auch die Vorläuferzellen mittels Immunhistochemie (IHC) un-
tersucht und ihre Dichte in Abhängigkeit vom Atherosklerosegrad beurteilt. Gefäßanteile
der ARAD und ATHOR werden als intakte Gefäße zum Vergleich genommen.
2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Puﬀer
⊲ Acetatpuﬀer, pH5,2
105ml 0,1M Essigsäure
395ml 0,1M Natriumacetat
Mit 3N NaOH wurde der Puﬀer auf pH5,2 eingestellt.
⊲ Phosphatase-buﬀered saline (PBS)
Dieser Puﬀer wurde von der Apotheke der Universität Leipzig gebrauchsfertig
bezogen.
⊲ Puﬀer für Demaskierung, pH6
3,6ml 0,1M Citronensäure
16,4ml 0,1M Natriumcitrat
180ml Aquadest
⊲ Puﬀer für Demaskierung, pH9
8ml 0,5M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), pH 9
0,5ml 0,2M Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH8
200ml Aquadest
⊲ 0,5M Tris-buﬀered saline (TBS)
60 g NaCl
87 g Tris
850ml Aquadest
Mit HCl, 37% reinst, wurde die Lösung auf pH 7,6 eingestellt und anschließend mit
Aquadest auf 1 l aufgefüllt. Die 0,5M TBS-Stammlösung wurde vor Gebrauch mit
Aquadest auf 0,05M verdünnt.
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⊲ 0,5M Tris
60,57 g Tris
800ml Aquadest
Nach Herstellung wurde der pH8,2 bzw. pH9 oder pH7,6 mit HCl, 37% reinst,
eingestellt. Anschließend wurde der Puﬀer mit Aquadest auf 1 l aufgefüllt.
Die Reagentien und Geräte sind in Tab 2.1 bzw. 2.2 aufgeführt. Das Ansetzen der Re-
agentien und Kits erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, nach Herstellerangaben.
Tab 2.1: Liste der Reagentien
Produkt Hersteller
Allgemeines Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, Inc.
für IHC (BSA) St. Louis (MO), USA
Katalognummer: A9418
TWEEN 20 Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 9127.1
Ziegenormalserum (ZNS) DakoCytomation
Glostrup, Dänemark
Katalognummer: X0907
Primär- CD34 NeoMarkers
antikörper mouse anti-human Fremont (CA), USA
monoklonal, IgG1 Katalognummer: MS-363
Klon: QBEnd/10
CD45 DakoCytomation
mouse anti-human Glostrup, Dänemark
monoklonal, IgG1 κ Katalognummer: M0701
Klon: 2B11 + PD7/26
CD68 DakoCytomation
mouse anti-human Glostrup, Dänemark
monoklonal, IgG1 κ Katalognummer: M0814
Klon: KP1
CD117 DakoCytomation
rabbit anti-human Glostrup, Dänemark
polyklonal Katalognummer: A4502
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Produkt Hersteller
CD133 Miltenyi Biotech
mouse anti-human Auburn (CA), USA
monoklonal, IgG1 Katalognummer:
Klon: AC133 130-090-422
VEGFR-2 Abcam
rabbit anti-human Cambridge, Großbritannien
polyklonal, IgG Katalognummer: ab2349
Tryptase (Tryp) DakoCytomation
mouse anti-human Glostrup, Dänemark
monoklonal, IgG1 κ Katalognummer: M7052
Klon: AA1
vWF DakoCytomation
rabbit anti-human Glostrup, Dänemark
polyklonal Katalognummer: A0082
Kontrollen Negative Control DakoCytomation
Mouse IgG1 Glostrup, Dänemark
Katalognummer: X0931
Negative Control DakoCytomation
Rabbit Immunoglobulin Glostrup, Dänemark
Fraction (Normal) Katalognummer: X0903
Sekundär- goat-anti-mouse Vector Laboratories, Inc.
antikörper biotinyliert Burlingame (CA), USA
Katalognummer: BA-9200
goat-anti-rabbit Vector Laboratories, Inc.
biotinyliert Burlingame (CA), USA
Katalognummer: BA-1000
goat-anti-rabbit Vector Laboratories, Inc.
PO-konjugiert Burlingame (CA), USA
Katalognummer: PI-1000
horse-anti-mouse Vector Laboratories, Inc.
PO-konjugiert Burlingame (CA), USA
Katalognummer: PI-2000
Ampliﬁkations- EnVision Dual Link DakoCytomation
systeme Peroxidase (PO) Glostrup, Dänemark
Katalognummer: K4063
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Produkt Hersteller
Vectastain Vector Laboratories, Inc.
ABC-AP Kit Standard Burlingame (CA), USA
Katalognummer: AK-5000
Vectastain Elite Vector Laboratories, Inc.
ABC Kit Standard Burlingame (CA), USA
Katalognummer: PK-6100
Chromogene Aminoethylcarbazol Sigma-Aldrich, Inc.
(AEC) St. Louis (MO), USA
Katalognummer: A5754
Diaminobenzidin Sigma-Aldrich, Inc.
(DAB) Tabletten St. Louis (MO), USA
Katalognummer: D4168
Vector Blue Substrate Kit Vector Laboratories, Inc.
Burlingame (CA), USA
Katalognummer: AK-5300
Färbelösungen Eisenhämatoxylin Merck KGaA
nach Weigert Darmstadt, Deutschland
Eosin, 1% Chroma
Stuttgart, Deutschland
Hämalaunlösung Dr. K. Hollborn & Söhne
sauer nach Mayer Leipzig, Deutschland
Katalognummer: H02-1000
Kernechtrot Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland
Katalognummer: 5189
Pikrofuchsin kurz vor Gebrauch hergestellt:
96ml Pikrinsäure, gesättigt
4ml Säurefuchsin (1%, wässrig)
Pikrinsäure Ferak Laborat GmbH
Berlin, Deutschland
Katalognummer: 01 337
Resorzinfuchsin Dr. K. Hollborn & Söhne
nach Weigert Leipzig, Deutschland
Katalognummer: R01-1000
Säurefuchsin Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland
Katalognummer: 5231
Toluidinblau O Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland
Katalognummer: 1273
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Produkt Hersteller
Eindeckmedien AquaTex Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland
Katalognummer: 108562
Roti-Histokitt Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 6638.2
VectaMount Vector Laboratories, Inc.
Burlingame (CA), USA
Katalognummer: H-5000
Sonstiges Citronensäure Chemapol
Prag, Tschechische Republik
EDTA Sigma-Aldrich, Inc.
St. Louis (MO), USA
Katalognummer: E 6758
Essigsäure Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 3738.2
HCl, 37% reinst Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 9277.1
H2O2, 30% Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 8070.1
Natriumacetat Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland
Katalognummer: 106265
Natriumcitrat Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 3580.3
NaCl Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 3957.1
NaOH Chemapol
Prag, Tschechische Republik
Objektträger Menzel GmbH & Co KG
SuperFrost plus Braunschweig, Deutschland
Katalognummer: J1800AMNZ
2.1 Material 16
Produkt Hersteller
Paraclear EARTHsafe Technologies Inc.
Belle Mead (NJ), USA
Katalognummer: BP-149H
Tris Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland
Katalognummer: 4855.2
Xylol Mallinckrodt Baker B.V.
Deventer, Niederlande
Katalognummer: 8080
Tab 2.2: Liste der Geräte
Gerät Hersteller
Laborgeräte Mikrotom HM400E MICROM International GmbH
Walldorf, Deutschland
Microwave Processor H2800 Energy Beam Sciences, Inc
Connecticut, USA
Mikroskop Axioplan 2 Carl Zeiss MicroImaging GmbH
Göttingen, Deutschland
2.1.2 Primärantikörper
Die verwendeten Primärantikörper sind in Tab 2.1 aufgelistet. Angaben zur Antigende-
maskierung, Konzentration und Inkubationszeit von Primärantikörpern oder Einwirkzeit
der Chromogene sind in Tab 2.3 zusammengefaßt.
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Tab 2.3: Angaben zur immunhistochemischen Färbung
Antigen Vorbehandlung Inkubation des Entwicklung [min]
— / pH6 / pH9 Primärantikörpers* DAB VB*
CD34 x x x 1 : 6.000 1 h RT 2 –
CD45 x 1 : 200 ÜN 4℃ 6 –
CD68 x 1 : 200 ÜN 4℃ 4 –
CD117 x 1 : 200 ÜN 4℃ 2 25
CD133 x 1 : 50 ÜN 4℃ 10 –
Tryp x x x 1 : 1.000 1 h RT 0,5 –
VEGFR-2 x 1 : 50 ÜN 4℃ 13 –
vWF x x 1 : 2.000 ÜN 4℃ 1,5 –
* Raumtemperatur (RT)
über Nacht (ÜN)
Vector blue (VB)
2.1.3 Gefäßproben
Die verwendeten Coronargefäße (n = 9) stammen von Obduktionen aus dem Institut für
Pathologie der Universität Leipzig. Der Ramus interventricularis anterior (RIVA) wurde
durch einen Längsschnitt eröﬀnet und war makroskopisch (Konsistenz, Plaques) athero-
sklerotisch verändert. Durch dieses Vorgehen fehlte ein in sich geschlossener Gefäßring.
Die ARAD (n = 3) und ATHOR (n = 3) wurden vom Herzzentrum Leipzig zur Verfü-
gung gestellt. Die bei Bypassoperationen nicht verwendeten Stücke werden in der Regel
verworfen. Alle Proben wurden vor Ort mit 4% gepuﬀertem Formaldehyd ﬁxiert. Sie wur-
den mit Paraﬃnwachs entsprechend der gängigen histologischen Technik eingebettet. Mir
wurden die fertig aufbereiteten Paraﬃnblöckchen zur Verfügung gestellt. Anamnestische
Angaben zu den Proben fehlten.
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2.2 Methoden
2.2.1 Färbungen
Für die Puﬀer und Lösungen sei auf Kap 2.1.1 verwiesen. Mit einem Mikrotom wurden
5µm dicke Schnitte angefertigt und auf SuperFrost plus Objektträger aufgezogen. Die
Objektträger wurden anschließend in einem Wärmeschrank bei 37℃ ÜN getrocknet.
Jeder Färbung ging jeweils eine Entparaﬃnierung sowie Rehydrierung voraus. Dafür
wurden die Objektträger mit den Paraﬃnschnitten dreimalig in Xylol, sowie in einer
absteigenden Alkoholreihe und Aquadest für jeweils 4min gewaschen.
HE-Färbung
Die Schnitte wurden mit Hämalaun gefärbt (10min) und unter ﬂießendem Leitungswasser
gebläut. Die Eosinfärbung erfolgte für 1min mit anschließendem Spülen in Aquadest. Nach
Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Überführung der Schnitte in Xylol
wurden diese mit Histokitt eingedeckt.
EvG-Färbung
Bei der EvG-Färbung wurden die Schnitte bis zum 96%igen Alkohol rehydriert. Anschlie-
ßend wurde 30min mit Resorzinfuchsin gefärbt. Nach kurzem Spülen in 96%igem Alkohol
und Aquadest erfolgte eine Färbung mit Eisenhämatoxylin für 2min. Unter ﬂießendem
Leitungswasser wurde für 10min gespült. Das anschließende Färben mit Pikrofuchsin
erfolgte für 8min. Dehydrierung und Eindecken erfolgten analog zur HE-Färbung.
IHC – Einfachfärbung
Die entparaﬃnierten und rehydrierten Schnitte wurden 3 x im PBS für je 5min gewaschen.
Eine Antigendemaskierung wurde mittels eines Mikrowellenherdes unter Temperatur-
kontrolle durchgeführt. Hierfür wurden die Objektträger mit den Schnitten in einem für
den Primärantikörper speziﬁschen Puﬀer (Tab 2.3) auf 95℃ erhitzt und für 5min bei
dieser Temperatur gehalten. Nach dem langsamen Abkühlen auf RT wurde erneut in
PBS gewaschen.
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Ein Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivität erfolgte mit 0,45% Wasserstoﬀ-
peroxid in 0,05M TBS für 15min bei RT. Das jetzt durchgeführte Waschen sowie alle
nachfolgenden Waschschritte umfassen 2 x TBS/TWEEN und 2 x TBS für je 3min. Um
die unspeziﬁschen Bindungen zu verringern, wurde mit 5% ZNS in 0,05M TBS für 30min
bei RT blockiert.
Das Inkubieren des Primärantikörpers erfolgte mit der in Tab 2.3 angegebenen Kon-
zentration, Zeit und Temperatur. Als Verdünnungspuﬀer wurde für den Primärantikörper
2,5% BSA in PBS verwendet. Nach einem weiteren Waschschritt wurde der jeweils
zugehörige biotinylierte Sekundärantikörper 30min bei RT in der Verdünnung 1 : 200
inkubiert. Hierfür kam als Verdünnungspuﬀer 5% ZNS in 0,05M TBS zur Anwendung.
Für die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sei auf Tab 2.1 verwiesen.
Einem Waschschritt folgte nun das Auftragen des ABC Kits für 30min bei RT
mit einem anschließenden erneuten Waschen. Die Entwicklung des Chromogens wurde
unter Sichtkontrolle mit einem Mikroskop durchgeführt. Für die Entwicklung wurde
hauptsächlich DAB als Chromogen verwendet. Lediglich für das CD34-Epitop wurde
AEC verwendet, weil dieses eine schwach positive Reaktion ergab, damit die CD34+
Zellen der Adventitia vom Zellkern diskriminiert werden konnten. Die Enwicklung wurde
in 0,05M TBS gestoppt und die Objektträger 3 x je 5min in Aquadest gespült.
Zur zarten Kernfärbung wurde bei den Einfachfärbungen Hämalaun verwendet (Ein-
wirkzeit 10 s) mit anschließendem Bläuen für 10min unter ﬂießendem Leitungswasser. In
Abhängigkeit von dem verwendeten Chromogen wurde das Eindeckmedium ausgesucht.
Die Schnitte mit dem alkoholunlöslichen DAB-Niederschlag wurden mit einer aufstei-
genden Alkoholreihe entwässert, in Xylol überführt und mit Histokitt eingedeckt. Das
alkohollösliche AEC-Reaktionprodukt verlangte AquaTex als wässriges Eindeckmedium.
IHC – Doppelfärbung
Für Doppelfärbungen wurden die gewünschten Antigene nacheinander lokalisiert. An den
ersten Primärantikörper wurde ein biotinylierter Sekundärantikörper gebunden. Nach
Inkubation mit dem ABC-AP Kit wurde die erste Färbung mit der Chromogenentwick-
lung des Vector Blue vollständig abgeschlossen und das Blockieren der unspeziﬁschen
Bindungen mit ZNS wiederholt, bevor das Antigen der zweiten Färbung lokalisiert wurde.
Um eine Kreuzreaktion, bzw. ein Umsteigen von Reaktionspartnern im zweiten Schritt
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zu verhindern, wurde dabei auf den ABC-Komplex als Ampliﬁkationssystem verzich-
tet. Der zweite Primärantikörper wurde mit EnVision oder direkt PO-konjugiertem
Sekundärantikörper markiert und mit DAB als Chromogen entwickelt.
Im folgenden wird das Protokoll ausführlich erläutert. Nach Entparaﬃnierung und
Rehydrierung, sowie dreimaligem Waschen in PBS (je 5min) erfolgte die Antigendemas-
kierung mit Hilfe eines Mikrowellenherdes. Die Objektträger mit den Schnitten wurden in
dem für beide Primärantikörper speziﬁschen Puﬀer (Tab 2.3) auf 95℃ erhitzt und 5min
bei dieser Temperatur gehalten. Bei den angefertigten Doppelfärbungen im Rahmen
dieser Arbeit wurde für die Antigendemaskierung ausschließlich mit pH 9 gearbeitet. Nach
langsamen Abkühlen auf RT wurde erneut in PBS gewaschen.
Die endogene Peroxidaseaktivität wurde mit 0,45% Wasserstoﬀperoxid in 0,05M TBS
(15min, RT) blockiert. Der jetzt durchgeführte, sowie alle nachfolgenden Waschschritte
umfassen 2 x TBS/TWEEN und 2 x TBS für je 3min. Unspeziﬁsche Antikörperbindungen
wurden mit 5% ZNS in 0,05M TBS (30min, RT) reduziert. Die Inkubation des ersten
Primärantikörpers erfolgte gemäß Tab 2.3, mit 2,5% BSA in PBS als Verdünnungspuﬀer.
Bei der Färbung von Zellen mit CD117 als Vorläufermarker war es nötig, Mastzellen
auszuschließen, die ebenfalls das CD117-Epitop besitzen. Dafür wurde Tryptase als
zweiter Primärantikörper inkubiert.
Nach einem Waschvorgang wurde der jeweils zugehörige biotinylierte Sekundäranti-
körper inkubiert (1 : 200 in 5% ZNS in 0,05M TBS, 30min bei RT) und die Objektträger
erneut gewaschen. Das ABC-AP Kit wurde aufgetragen und die Objektträger nach 30min
Einwirkung gewaschen. Um die Färbung des Vector Blue zu verbessern, wurden die
Schnitte dreimal in Aquadest für je 5min gespült. Das Vector Blue wurde stets frisch
angesetzt. Zu 1ml Tris (0,1M, pH8,2) wurden je 10µl Vector Blue Reagenz 1 – 3 und
10%iges TWEEN 20 gegeben. Die Chromogenentwicklung erfolgte unter Sichtkontrolle an
einem Mikroskop und wurde nach ausreichender Färbung in Tris (0,1M, pH8,2) gestoppt.
Einem weiteren Waschen folgte ein erneutes Auftragen von 5% ZNS (30min, RT).
Die Verdünnung, Inkubationszeit und -temperatur des nun angewandten zweiten Primär-
antikörpers ist in Tab 2.3 aufgeführt. Nach einem Waschen wurde mit dem zugehörigen
PO-konjugierten Sekundärantikörper (1 : 200, 30min bei RT) inkubiert und anschließend
wieder gewaschen. Die Entwicklung mit DAB erfolgte ebenfalls unter Sichtkontrolle. Die
Farbreaktion wurde in TBS gestoppt und die Objektträger anschließend in Aquadest 5min
gespült.
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Um einen guten Kontrast des Zellkerns zu erzielen, wurde zur Kernfärbung Kernechtrot
verwendet. Dieses diﬀundiert im wässrigen Eindeckmedium und erfordert damit ein
permanentes Eindecken. Vector Blue ist in Xylol löslich. Nach dem Dehydrieren in
einer aufsteigenden Alkoholreihe kam Paraclear als Xylolersatz zur Anwendung. Das
anschließende Eindecken erfolgte mit VectaMount.
Kontrollen
Die Positivkontrollen wurden jeweils an dem vom Hersteller angegebenen Gewebe durch-
geführt. Für die Negativkontrollen der Einfachfärbungen wurden anstelle des Primäranti-
körpers Fab-Fragmente derselben Spezies verwendet. Mit 2,5% BSA in PBS wurde auf
1 : 10.000 verdünnt. Für die Doppelfärbungen kam eine andere Kontrolle zum Einsatz.
Um zu zeigen, daß die zweite Färbung den ersten Primärkörper nicht erneut anfärbt,
wurde bei der ersten Färbung auf die Chromogenentwicklung und anschließend auf den
zweiten Primärantikörper verzichtet.
2.2.2 Quantiﬁzierung
Die Anzahl n der Zellen bzw. VV wurde ﬂächenbezogen ermittelt. Dafür wurde in der
Regel die gesamte Gefäßschicht ausgezählt und der Flächeninhalt A mit dem Programm
ImageAccess bestimmt sowie die Dichte ̺ (n/mm2) berechnet. Für die Auszählung der
CD45+ Zellen wurde von diesem Vorgehen abgewichen. Die Intima wurde für die Quantiﬁ-
zierung der CD45+ Zellen in m Felder mit einer in sich annähernd homogenen Verteilung
von CD45 eingeteilt (Abb 2.1). Zuerst wurde von diesen Feldern der Flächeninhalt und die
Zelldichte einzeln bestimmt. Bei großen und zellreichen Flächen mit homogener Verteilung
der positiven Zellen wurde ein Raster mit deﬁniertem Flächeninhalt zum Auszählen
genommen und die ermittelte Zellzahl auf die zu bestimmende Fläche hochgerechnet. Die
in den Diagrammen dargestellte Dichte ̺gesamt, die sich auf die gesamte Intima bezieht,
wurde mit folgender Gleichung errechnet.
̺gesamt = ̺1
A1
Agesamt
+ ̺2
A2
Agesamt
+ ...+ ̺m
Am
Agesamt
In Abb 3.6 ist die Dichte der CD45+ Zellen im perivaskulären Fettgewebe in Abhängigkeit
vom Abstand zum Gefäß dargestellt. Für diese Quantiﬁzierung wurde ebenfalls mit dem
Raster gearbeitet, jeweils Flächen von 125µm ∗ 600µm ausgezählt und die Dichte auf
mm2 bezogen.
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Abb 2.1: Flächenbezogene Auswertung an einer Coronararterie. IHC gegen
CD45. Durch einen Längsschnitt ist das Lumen eröﬀnet, wie an den Schnittkanten
abzuleiten.
2.2.3 Statistische Auswertung
Für die statistische Auswertung wurde die Software SPSS 5.0 verwendet. Innerhalb der
Kontrollgefäße und der atherosklerotischen Grade wurde der Mittelwert (MW) sowie die
Standardabweichung (SD) gebildet und in Diagrammen dargestellt. Für den Vergleich von
Gruppen wurde die Gleichheit der Varianzen mit dem Levene-Test (F-Test, P = 0, 05)
bestimmt. Anschließend kam für Gruppen mit homogener Verteilung der Student’s T-Test
bzw. für nicht homogen verteilte Gruppen der U-Mann-Whitney Test zur Anwendung.
Für p-Werte ≤ 0, 05 sind die jeweiligen Gruppen in den Diagrammen mit Klammer und ∗
markiert. In den Abb 3.5 und 3.6 wurde eine Regressionsgerade mit zugehörigem r2-Wert
eingezeichnet.
3 Ergebnisse
3.1 Gradeinteilung der Atherosklerose
Anhand von HE- und EvG-Färbungen erfolgte eine Einteilung der RIVA in atheroskleroti-
sche Schweregrade nach Stary et al. (1992, 1994, 1995). Es ergab sich folgende Verteilung:
Grad 1 (1 x), Grad 2 (2 x), Grad 3 (3 x), Grad 4 (2 x) und Grad 5 (1 x). Die Grade 1 und 2,
sowie 4 und 5 wurden zu je einer Gruppe zusammengefaßt und gemeinsam betrachtet.
Stellvertretend für jede Gruppe ist in Abb 3.1 je eine EvG-Färbung gezeigt. ARAD und
ATHOR zeigten keine pathologischen Veränderungen im Wandaufbau und waren somit
frei von Atherosklerose (Abb 1.1, S. 6). Sie wurden als Kontrollgefäß verwendet.
Grad 1 – 2 Grad 3 Grad 4 – 5
400µm
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Abb 3.1: Einteilung der RIVA in atherosklerotische Schweregrade. EvG-
Färbung. Intima (I), Media (M), Adventitia (A), Atheromkern (AK).
3.2 Entzündungsparameter
Zelldichte
Die Zelldichte der Intima beträgt bei der ARAD 2826 Zellen/mm2 und bei der ATHOR
3850 Zellen/mm2 (Abb 3.2). Diese Werte überschneiden sich in ihren Standardabweichungen.
In der Adventitia ist die Zelldichte deutlich geringer. Bei der ARAD umfaßt diese
505 Zellen/mm2, bei der ATHOR 413 Zellen/mm2. Auch diese Zelldichten überlagern sich in
ihren Standardabweichungen.
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Bei den RIVA verändert sich die Zelldichte in Abhängigkeit vom Atherosklerosegrad.
In der Intima liegt die Zelldichte des Atherosklerosegrades 1 – 2 bei 2475 Zellen/mm2. Der
Bereich der Standardabweichung überschneidet sich mit dem der ARAD und ATHOR.
Im Vergleich zu Atherosklerosegrad 3 fällt auf, daß die Zelldichte auf 1468 Zellen/mm2
abnimmt (p = 0, 009). Im Atherosklerosegrad 4 – 5 kommt es zu einem weiteren Abfall
der Zelldichte auf 857 Zellen/mm2 (p = 0, 042). Die Zelldichte der Adventitia verändert
sich im Verlauf der Atherosklerose ebenso. Von 1314 Zellen/mm2 in Grad 1 – 2 steigt die
Zelldichte der Adventitia auf 1685 Zellen/mm2 in Grad 3 an (p = 0, 104) und fällt dann auf
999 Zellen/mm2 in Grad 4 – 5 ab (p = 0, 027).
ARAD ATHOR
Z
el
le
n
/m
m
2
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
Intima
Adventitia
a
Atherosklerosegrad
1 - 2 3 4 - 5
Z
el
le
n
/m
m
2
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
Intima
Adventitia
b
∗ ∗
∗
Abb 3.2: Zelldichte in Intima und Adventitia. Ausgezählt wurden alle mit Hä-
malaun gefärbten Zellkerne. a) ARAD und ATHOR weisen weder in der Intima noch
in der Adventitia einen signiﬁkanten Unterschied auf. b) Bei den RIVA nimmt die
Zelldichte der Intima mit steigendem Atherosklerosegrad ab. In der Adventitia der RIVA
ist die Zelldichte höher als in der Adventitia der Kontrollgefäße und hat im Verlauf der
Atherosklerose ihre größte Dichte im Grad 3. Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05.
Vaskularisierung
Die VV wurden immunhistochemisch gegen vWF und CD34 gefärbt (Abb 3.3). Dabei
waren die VV der Adventitia mit einer Färbung gegen vWF deutlich zu lokalisieren,
während anti-CD34 die adventitiellen VV nur schwach oder gar nicht anfärbte. Im
Vergleich dazu waren die VV der Intima deutlich CD34+ und nur schwach vWF+. Daher
erfolgte die VV-Lokalisierung in der Intima mit anti-CD34 und in der Adventitia mit
anti-vWF.
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Abb 3.3: Dichte der VV in Intima und Adventitia. a) vWF− VV der Intima
(oben), vWF+ VV der Adventitia (unten). b) CD34+ VV der Intima (oben), CD34−
VV der Adventitia (unten, ). c) Die Intima der Kontrollgefäße wies keine VV auf. Die
Ausstattung mit VV ist in der Adventitia bei ARAD und ATHOR verschieden. d) Bei
den atherosklerotischen RIVA sind in der Intima VV vorhanden. Ihre Dichte nimmt mit
steigendem Atherosklerosegrad zu. In der Adventitia kommt es bis zu Grad 3 zu einem
Anstieg der VV-Dichte, im späteren Verlauf wieder zu einem Abfall.
Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05.
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In der Intima der Kontrollgefäße konnten keine VV nachgewiesen werden. Die intimale
VV-Dichte liegt im atherosklerotischen Grad 1 – 2 bei 1,9VV/mm2. Im weiteren Verlauf ist
ein Anstieg auf 11,2VV/mm2 im Grad 3, bzw. 12,7VV/mm2 im Grad 4 – 5 zu beobachten.
Die p-Werte liegen jedoch nicht im signiﬁkanten Bereich. Die adventitiellen VV-Dichten
beider Kontrollgefäße unterscheiden sich voneinander (ARAD 45,6VV/mm2; ATHOR
28,2VV/mm2; p = 0, 008). Im Verlauf der Atherosklerose kommt es bei den RIVA zu einem
deutlichen Unterschied der VV-Dichte. Im Grad 1 – 2 beträgt die Dichte in der Adventitia
51,8VV/mm2. Mit 101,3VV/mm2 ist die Dichte im Grad 3 wesentlich erhöht (p = 0, 006).
Im Grad 4 – 5 kommt es hingegen zu einem Abfall auf 75,6VV/mm2 (p = 0, 043).
Leukozyten (CD45)
Die Verteilung der CD45+ Zellen innerhalb der Intima ist sehr inhomogen (Abb 3.4). Es
ﬁndet sich eine Häufung über dem Atherom bzw. Präatherom und an den Plaqueschultern.
CD45+ Zellen sind im perivaskulären Fettgewebe sowohl bei den RIVA als auch bei
den Vergleichsgefäßen zu ﬁnden. Die CD45+ Zellen treten dort gehäuft um die VV und
Nerven auf. In drei RIVA-Proben konnte auch eine lymphfollikelähnliche Ansammlung
von CD45+ Lymphozyten beobachtet werden. Diese Strukturen befanden sich entweder
im Inneren der Adventitia oder an der Grenze zum perivaskulären Fettgewebe.
Die Dichte von CD45+ Zellen der Intima nimmt von der ARAD (23 Zellen/mm2) und
ATHOR (46 Zellen/mm2) zum Atherosklerosegrad 1 – 2 (111 Zellen/mm2) zu (Abb 3.5). Im
weiteren Verlauf bleibt die Dichte innerhalb der Intima bis Grad 3 mit 125 Zellen/mm2
nahezu unverändert und fällt zu Grad 4 – 5 mit 53 Zellen/mm2 leicht ab. In der Adventitia
beträgt die Dichte der CD45+ Zellen bei der ARAD 53 Zellen/mm2 und bei der ATHOR
30 Zellen/mm2. Im Vergleich dazu ist die Dichte in den RIVA erhöht. Grad 1 – 2 weist in der
Adventitia 190 Zellen/mm2 auf. Im Grad 3 steigt die Dichte auf 484 Zellen/mm2 an (p = 0, 037)
und fällt zum Atherosklerosegrad 4 – 5 wieder auf 290 Zellen/mm2 ab (p = 0, 051). Im
Atherosklerosegrad 3 ist somit die größte Dichte adventitieller CD45+ Zellen zu ﬁnden.
Stellt man die Dichte CD45+ Zellen als Funktion der VV dar, ist sowohl in der Intima
(r2 = 0, 589) als auch in der Adventitia (r2 = 0, 986) ein linearer Zusammenhang
erkennbar. Je höher die VV-Dichte, desto mehr CD45+ Lymphozyten sind dabei vertreten.
Die CD45+ Zellen sind bei den atherosklerotischen Gefäßen radiär unterschiedlich
ausgebreitet und die Anzahl CD45+ Zellen ist abhängig von der Entfernung zur Grenze
Adventitia/Fettgewebe. Mit steigendem Abstand nimmt die Dichte ab (Abb 3.6). Bei
einem Abstand von 500µm ist etwa das Niveau der Vergleichsgefäße erreicht.
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Abb 3.4: Verteilung der CD45+ Zellen in den verschiedenen Gefäßschichten.
a) Die Kontrollgefäße weisen eine geringe Dichte von CD45+ Zellen auf. b) Ansammlung
von CD45+ Zellen über dem Präatherom, an der Plaqueschulter und in der Adventitia.
c) Im perivaskulären Fettgewebe sind CD45+ Zellen häuﬁg mit Kapillaren assoziiert.
d) Ebenso sind CD45+ Zellen oft in der Nähe von Nerven zu ﬁnden. e) Lymphfollikel-
ähnliche Ansammlung CD45+ Leukozyten in der Adventitia. Intima (I), Media (M),
Adventitia (A), perivaskuläres Fettgewebe (F).
3.2 Entzündungsparameter 28
ARAD ATHOR
C
D
45
+
 Z
el
le
n
/m
m
2
0
200
400
600
800
1000
Intima
Adventitia
perivaskuläres Fett 
a
Atherosklerosegrad
1 - 2 3 4 - 5
C
D
45
+
 Z
el
le
n
/m
m
2
0
200
400
600
800
1000
Intima
Adventitia
perivaskuläres Fett 
b
∗
VV/mm2
0 3 6 9 12 15
C
D
45
+
 Z
el
le
n
/m
m
2
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
c
r
2 = 0, 589
Intima
ARAD/
ATHOR
Grad 1 – 2
Grad 3
Grad 4 – 5
VV/mm2
0 20 40 60 80 100 120
C
D
45
+
 Z
el
le
n
/m
m
2
0
100
200
300
400
500
600
d
r
2 = 0, 986
Adventitia
ARAD/
ATHOR
Grad 1 – 2
Grad 3
Grad 4 – 5
Abb 3.5: Dichte der CD45+ Zellen in Intima und Adventitia und Korrelation
zu VV. a) In der ARAD und ATHOR unterscheidet sich die Dichte CD45+ Zellen nur
unwesentlich. b) Im Vergleich dazu ist die Dichte bei den RIVA deutlich erhöht. Die größte
Ansammlung von CD45+ Zellen ﬁndet sich in der Adventitia des Atherosklerosegrades 3.
c) Korrelation der Dichte CD45+ Zellen und VV in Intima und d) Adventitia.
Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05., Regressionsgerade
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Abb 3.6: Verteilung der CD45+ Zellen in der Adventitia und im perivaskulä-
ren Fettgewebe. Ausgezählt wurden 7 aneinander angrenzende, gleichgroße Areale (A1,
A2 ⇒ Adventitia; F1 – F5 ⇒ Fettgewebe) mit je einer Dicke von 125µm. a) ATHOR,
b) RIVA Grad 1 – 2, c) RIVA Grad 3, d) RIVA Grad 4 – 5. e) Darstellung der
ausgezählten Areale. Adventitia (A), perivaskuläres Fettgewebe (F).
Daten sind MW ± SD, Regressionsgerade.
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Makrophagen (CD68)
Die maßgeblich an Phagozytose beteiligten Makrophagen mit dem Marker CD68 zeigen
im atherosklerotisch veränderten Gefäß ein zahlreiches Auftreten (Abb 3.7). Es ﬁndet sich
eine Häufung in der Intima über dem Atherom bzw. Präatherom, an den Plaqueschultern
sowie in der Adventitia und dem perivaskulären Fettgewebe auf der Plaque zugewandten
Seite.
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Abb 3.7: Verteilung der CD68+ Zellen in den verschiedenen Gefäßschichten.
a) Die Kontrollgefäße weisen eine geringe Dichte von CD68+ Zellen auf. b) Ansammlung
von CD68+ Zellen über dem Präatherom, an der Plaqueschulter und in der Adventitia.
c) Im perivaskulären Fettgewebe direkt unter dem Plaque gibt es ein hohes Aufkommen
positiver Zellen. d) Im Gegensatz dazu ist das perivaskulären Fettgewebe auf der
plaqueabgewandten Seite weniger mit CD68+ Zellen durchsetzt. Intima (I), Media (M),
Adventitia (A), perivaskuläres Fettgewebe (F).
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Eine Quantiﬁzierung war durch das Erscheinungsbild des Markers CD68 nur in der Ad-
ventitia möglich (Abb 3.8). Es wurde dabei die gesamte Adventitia ausgezählt. Die Dichte
der adventitiellen CD68+ Zellen beträgt in der ARAD 16 Zellen/mm2 und in der ATHOR
17 Zellen/mm2. Die Dichte in den RIVA-Proben ist im Vergleich zu den Kontrollgefäßen
erhöht. Der Grad 1 – 2 weist in der Adventitia 63 Zellen/mm2 auf. Im Grad 3 steigt die
Dichte auf 172 Zellen/mm2 an (p = 0, 005) und fällt zum Atherosklerosegrad 4 – 5 wieder
auf 137 Zellen/mm2 ab. Im Atherosklerosegrad 3 ist somit die größte Dichte von CD68+
Zellen innerhalb der Adventitia zu ﬁnden.
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Abb 3.8: Dichte der CD68+ Zellen in der Adventitia. a) In der ARAD und
ATHOR unterscheidet sich die Dichte von CD68+ Zellen nur unwesentlich. b) Im
Vergleich dazu ist die Dichte bei den RIVA deutlich erhöht. Die größte Ansammlung von
CD68+ Zellen ﬁndet sich in der Adventitia des Atherosklerosegrades 3.
Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05.
Mastzellen (Tryp)
Die Mastzellen beﬁnden sich vor allem in der Adventitia (Abb 3.9). Ihre Dichte beträgt
in der ARAD 24 Zellen/mm2, in der ATHOR 25 Zellen/mm2. Auf einem vergleichbaren Niveau
liegt mit 28 Zellen/mm2 auch die Dichte der Mastzellen des Atherosklerosegrades 1 – 2. Der
Grad 3 weist mit 42 Zellen/mm2 eine erhöhte Dichte auf (p = 0, 0396 bei einem Vergleich
von Grad 3 mit ATHOR) und sinkt im Grad 4 – 5 auf 32 Zellen/mm2 ab.
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In der Intima der ATHOR treten Mastzellen nur vereinzelt auf (1,4 Zellen/mm2). In der
ARAD konnten keine Mastzellen der Intima nachgewiesen werden. In den RIVA betragen
die Dichten der Mastzellen innerhalb der Intima 6,5 Zellen/mm2 in Grad 1 – 2, 4,7 Zellen/mm2
in Grad 3 und 2,6 Zellen/mm2 bei Grad 4 – 5.
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Abb 3.9: Dichte der Tryp+ Zellen in Intima und Adventitia. a) Auftreten der
Mastzellen hauptsächlich in der Adventitia. In der Intima ﬁnden sich bei der ATHOR
vereinzelte Mastzellen, bei der ARAD fehlen sie in der Intima. b) Auch in den RIVA
beﬁndet sich der Großteil der Mastzellen in der Adventitia. Die Dichte der Tryp+ Zellen ist
bei den RIVA sowie ARAD und ATHOR auf ähnlichem Niveau. Lediglich die Adventitia
von Atherosklerosegrad 3 zeigt eine höhere Dichte.
Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05.
Um die im nachfolgenden Abschnitt vorgestellten CD117+Tryp− Zellen darstellen zu
können, wurde eine Doppelfärbung gegen CD117 und Tryp durchgeführt. Da auch einige
Mastzellen den Vorläufermarker CD117 besitzen, war eine Doppelfärbung notwendig,
um die Zellen mit dem Vorläufermarker CD117 von Mastzellen abgrenzen zu können
(Abb 3.10). CD117 wurde mit Vector blue (blau) dargestellt und Tryp mit DAB (braun).
Der Marker CD117 ist in Mastzellen mit unterschiedlicher Intensität vorhanden. In
Grad 1 – 2 beträgt der Anteil CD117+ Mastzellen an den gesamten Mastzellen 64%. In
Grad 3 fällt er auf 40% ab und steigt zu Grad 4 – 5 auf 47% an.
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3.3 Zellen mit Vorläufermarkern
CD117
In einer Doppelfärbung gegen CD117 (Vector blue, blau) und Tryp (DAB, braun) sind
CD117+ und CD117− Mastzellen (Tryp+) dargestellt sowie CD117+ Zellen, die keine
Mastzellen sind (Tryp−) (Abb 3.10). Einfach blau gefärbte Zellen sind in dieser Färbung
Zellen mit dem Vorläufermarker CD117 sowie ohne den Mastzellmarker Tryp. In der
Einfachfärbung gegen CD117 war eine unterschiedlich starke Anfärbung der Media durch
den Marker CD117 auﬀällig. Eine Abhängigkeit der Intensität der Färbung von den
Atherosklerosegraden konnte nicht festgestellt werden.
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Abb 3.10: CD117+ Zellen in Adventitia und Media. Doppelfärbung gegen CD117
(Vector blue, blau) und Tryp (DAB, braun). a) In der Adventitia beﬁnden sich CD117+
(doppelt gefärbt, ) und CD117− (einfach braun gefärbt, ) Mastzellen. b) Darge-
stellt sind CD117+Tryp− Zellen (einfach blau gefärbt, ) und eine CD117− Mastzelle.
c) In einer Einfachfärbung gegen CD117 sind zwei RIVA-Proben dargestellt. Sie zeigen
eine starke bzw. d) schwache Intensität der Färbung in der Media. Ein Zusammen-
hang mit den Atherosklerosegraden konnte nicht gezeigt werden. Intima (I), Media (M),
Adventitia (A).
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Zur Bestimmung der Dichte von Zellen mit dem Vorläufermarker CD117+ wur-
den nur die CD117+Tryp− Zellen zur Quantiﬁzierung herangezogen. Die Mastzellen
(CD117+Tryp+ oder CD117−Tryp+) wurden bei dieser Quantiﬁzierung nicht beachtet.
Schon in der Adventitia der Kontrollgefäße sind CD117+Tryp− Zellen zu ﬁnden
(Abb 3.11). Ihre Dichte beträgt bei der ARAD 4,9 Zellen/mm2 und bei der ATHOR
5,8 Zellen/mm2. Im Vergleich dazu ist die Dichte in den RIVA erhöht, eine Änderung
der Dichte in Abhängigkeit vom Atherosklerosegrad ist jedoch nicht zu erkennen. Im
Grad 1 – 2 liegt die Dichte bei 17 Zellen/mm2, im Grad 3 bei 12 Zellen/mm2 und im Grad 4 – 5
bei 23 Zellen/mm2.
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Abb 3.11: Dichte der CD117+Tryp− Zellen in der Adventitia. Die Schnitte
wurden einer Doppelfärbung gegen CD117 und Tryp unterzogen. Quantiﬁziert wurden
die CD117+Tryp− Zellen, um das Quantiﬁzieren von Mastzellen auszuschließen. a) In
der Adventitia der Kontrollgefäße sind bereits CD117+Tryp− Zellen vorhanden. b) Die
Dichte der CD117+Tryp− Zellen ist bei den RIVA höher als bei den ARAD und ATHOR,
jedoch bleibt die Dichte im Verlauf der Atherosklerose unverändert.
Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05.
VEGFR-2
In der Adventitia gibt es VEGFR-2+ Zellen sowohl im direkten Gewebsverband der VV
als auch als freie Zellen ohne direkten Bezug zu einer Kapillare (Abb 3.12). Für die
Quantiﬁzierung wurden nur die letzteren betrachtet. Sie haben ein rundes, manchmal
auch elliptisches Erscheinungsbild. Es wurde eine VEGFR-2+ Zelle mit einer Mitoseplatte
gefunden. Die Media weist für VEGFR-2 ein ebenso inhomogenes Bild auf wie für CD117.
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Zur Bestimmung der Dichte der VEGFR-2+ Zellen wurden die freien
VEGFR-2+ Zellen ohne VV-Bezug gezählt. Bereits in den Kontrollgefäßen sind VEGFR-2+
Zellen in der Adventitia zu ﬁnden (Abb 3.13). Ihre Dichte beträgt 8,1 Zellen/mm2 bei der
ARAD und 8,0 Zellen/mm2 bei der ATHOR. Im Vergleich dazu ist die Dichte in den RIVA
erhöht. Im Grad 1 – 2 liegt die Dichte bei 26 Zellen/mm2. Der Atherosklerosegrad 3 hat
mit 48 Zellen/mm2 die höchste Dichte VEGFR-2+ Zellen. Zu Grad 4 – 5 fällt die Dichte
auf 3,4 Zellen/mm2 ab (p = 0, 008).
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Abb 3.12: VEGFR-2+ Zellen in Adventitia und Media. a) In der Adventitia
kommen VEGFR-2+ VV ( ) und freie VEGFR-2+ Zellen ( ) vor. b) Darstellung
einer freien VEGFR-2+ Zelle mit Mitoseplatte ( ). c) Präparat mit starker Anfärbung
der Media durch den Marker VEGFR-2. d) Präparat mit schwacher Anfärbung. Die
unterschiedliche Intensität der Färbung in der Media konnte nicht auf einen Zusam-
menhang mit den Atherosklerosegraden zurückgeführt werden. Intima (I), Media (M),
Adventitia (A).
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Abb 3.13: Dichte der VEGFR-2+ Zellen in der Adventitia. a) Bereits in der
ARAD und ATHOR sind VEGFR-2+ Zellen in der Adventitia vorhanden. b) Jedoch ist
die Dichte der VEGFR-2+ Zellen in den RIVA höher. Die höchste Dichte innerhalb der
RIVA wird im Grad 3 erreicht. Im weiteren Verlauf nimmt die Dichte bei Grad 4 – 5
wieder stark ab. Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05.
CD34
Zellen mit dem Vorläufermarker CD34 konnten in der Intima der RIVA-Proben dargestellt
werden (Abb 3.14). Sie befanden sich bei vereinzelten Stellen an der Grenze zur Media.
Gleichzeitig konnte in diesen Bereichen eine Zersplitterung der Lamina elastica interna
beobachtet werden. Dem gegenüber befanden sich in Regionen mit intakter Lamina
elastica interna keine CD34+ Zellen innerhalb der Intima. Weiterhin konnten CD34+
Zellen in der Adventitia sowohl der RIVA- als auch der ARAD / ATHOR-Proben gezeigt
werden. Diese Zellen hatten meist ein spindelförmiges Erscheinungsbild, vereinzelt traten
aber auch runde Formen auf.
Für die Adventitia der RIVA- und ARAD / ATHOR-Proben wurde eine Quantiﬁzierung
durchgeführt. Die Dichte CD34+ Zellen beträgt in der ARAD 477 Zellen/mm2 und in der
ATHOR 521 Zellen/mm2. Mit durchschnittlich 879 Zellen/mm2 ist die Dichte der CD34+ Zellen
in der RIVA deutlich höher. Im Verlauf der Atherosklerosegrade ist aber keine Änderung
der Dichte CD34+ Zellen festzustellen.
CD133
CD133+ Zellen wurden weder in den RIVA noch in den ARAD und ATHOR gefunden.
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Abb 3.14: CD34+ Zellen in der Intima und Adventitia. a) In der RIVA konnten
innerhalb der Intima CD34+ Zellen ( ) dargestellt werden. b) Ebenso konnten CD34+,
spindelförmige Zellen in der Adventitia angefärbt werden. c) Die Quantiﬁzierung der
CD34+ Zellen in der Adventitia ergab bei ARAD und ATHOR eine etwa gleichhohe
Dichte. d) In der Adventitia der RIVA-Proben war die Dichte höher als in den Kon-
trollgefäßen. Eine Änderung im Verlauf der Atherosklerose konnte nicht nachgewiesen
werden. Intima (I), Media (M), Adventitia (A).
Daten sind MW ± SD, ∗ bei p ≤ 0, 05.
4 Diskussion
Die Grundlage für die Zuordnung atherosklerotisch veränderter Gefäße zu Schweregraden
bildet die Einteilung nach Stary et al. (1992, 1994, 1995). Die Dichte der Makrophagen,
Stärke der Lipideinlagerung und die Bildung eines Atheromkerns sind unter anderem
ausschlaggebende Kriterien (siehe Kap 1.3). Die vorliegende Arbeit hat die morpho-
logischen Gesichtspunkte anhand immunhistochemischer Methoden erweitert. In die
Betrachtung wurden VV-Dichte und Leukozyteninﬁltration (vaskulär: CD45, CD68,
Mastzellen; perivaskulär: CD45) sowie die Dichte von Zellen mit ausgesuchten Vorläufer-
zellmarkern (CD34, CD117, VEGFR-2) einbezogen. Als Untersuchungsmaterial standen
atherosklerotische Coronararterien zur Verfügung.
4.1 Kritische Auseinandersetzung mit den Methoden
Aufgrund der Vielzahl zu testender Antikörper und durch die zeitintensive Doppellokali-
sation war der methodische Einsatz hoch. Große Sorgfalt galt der Gleichbehandlung aller
Proben während der Färbung. Trotz sorgfältiger Quantiﬁzierung verschiedener Parameter
kann wegen der geringen Probenanzahl keine statistische Signiﬁkanz erhoben werden.
Die Ergebnisse erlauben eine Interpretation von Trends.
Die RIVA wurden nach Stary et al. (1992, 1994, 1995) in atherosklerotische Schwere-
grade eingeteilt. Dafür wurden EvG-Färbungen der Gefäße angefertigt. Die Grade sind
hierbei jedoch nicht immer eindeutig voneinander abzugrenzen, da sie ineinander überge-
hen. Der Einteilung haftet daher unvermeidlich Subjektivität an. Für eine objektivere
Zuordnung der wenigen zur Verfügung stehenden RIVA-Gefäße zu den Schweregraden
wurden deswegen die Grade 1 und 2 sowie 4 und 5 zusammengefaßt. Für die Bewertung
von Grad 3 standen ausreichend Proben zur Verfügung und die Abgrenzung zu Grad 1 – 2
sowie Grad 4 – 5 war zuverlässig möglich. Die atherosklerotischen Grade 6 – 8 fehlten
bei den untersuchten RIVA-Gefäßen.
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Für die atherosklerotisch veränderten RIVA wären intakte RIVA als gesunde Kontrolle
wünschenswert. Solche Gefäße standen jedoch nicht zur Verfügung. Daher wurde auf
die ARAD und ATHOR zurückgegriﬀen, an denen keine pathologischen Veränderungen
zu erkennen waren. Ein unterschiedlicher embryonaler Ursprung sowie abweichende
Strömungsverhältnisse und ein anderes umgebendes Gewebe können zur Gefäßspeziﬁtät
beitragen. Die vielfältigen Parameter der ARAD, ATHOR und RIVA können sich in einer
unterschiedlichen Atheroskleroseentwicklung niederschlagen. Die Untersuchungsergebnisse
von ARAD, ATHOR und RIVA wurden daher nebeneinander dargestellt, Rückschlüsse
jedoch nur sehr bedacht gezogen.
In den Versuchsreihen kamen IHC Einfach- und Doppelfärbungen zur Anwendung. Die
Einfachfärbung ist durch parallel laufende Negativ- und Positivkontrollen reproduzierbar
und damit ein zuverlässiges Verfahren. Auswertungen bei Doppelfärbungen sind dagegen
schwer. Farbüberlagerungen können teilweise nur schlecht beurteilt werden, da eine
intensive Primärfärbung eine schwache Sekundärfärbung überdecken kann. Daher ist
die feine Abstimmung der Inkubationszeiten und -konzentrationen eine wichtige und
unerläßliche Vorarbeit. Um die Färbeantworten getrennt voneinander betrachten zu
können, bietet sich die Immunﬂuoreszenzlokalisation an. Durch die hohe Eigenﬂuoreszenz
der Adventitia glückte dieses Verfahren mit zwei Fluorochromen in den zur Verfügung
stehenden Paraﬃnschnitten leider nicht.
Die anschließende Quantiﬁzierung wurde mit großer Sorgfalt durchgeführt. Dabei
wurden die Färbungen stets mit einer Negativkontrolle aus dem selben Versuchsdurchlauf
verglichen, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden. In der Regel wurde die gesamte
Gefäßschicht ausgezählt. Wenn dies bei hoher Zellzahl nicht durchführbar war, wurden
mit einem Raster Teilﬂächen ausgezählt und diese auf die Gesamtﬂäche bezogen. Diese
Vorgehensweise erforderte eine annähernd homogene Verteilung der Zellen. Eine Beson-
derheit bei der Quantiﬁzierung stellt die CD45-Auszählung der Intima dar. Die CD45+
Zellen waren hier zahlreich vertreten und für eine komplette Auszählung unübersichtlich
und inhomogen verteilt. Die Intima wurde daher in Einzelﬂächen aufgeteilt, die eine
in sich gleiche Verteilung positiver Zellen aufwiesen (Abb 2.1). In diesen Einzelﬂächen
wurde mittels Raster die zugehörige Dichte bestimmt. Aus den Flächeninhalten der
Einzelﬂächen sowie den dazugehörigen Dichten ließ sich die durchschnittliche Dichte der
gesamten Intima bilden.
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4.2 Entzündungsparameter
Leukozyten- und VV-Dichte in Grad 3 am Höchsten
In Apolipoprotein E (ApoE)-deﬁzienten Mäusen haben Moos et al. (2005) die Rolle
der Adventitia bei atherosklerotischen Gefäßen gezeigt. Die Autoren beschreiben wie
andere Forschergruppen (Schwartz und Mitchell 1962, Barker et al. 1995) auch, daß die
Adventitia der Ort der Immunantwort ist. Dort sammeln sich Immunzellen nach der
Rekrutierung über VV. Für die atherosklerotisch veränderten, menschlichen RIVA ließ
sich ein ähnlicher Befund feststellen. Die Dichte von VV und CD45+ Leukozyten nimmt
in Intima und Adventitia von Grad 1 – 2 zu Grad 3 zu und fällt bei Grad 4 – 5 wieder ab.
Dabei ist die Dichte der Leukozyten in der Adventitia zahlenmäßig im Vergleich zur Intima
überlegen. Die CD45+ Zellen der Adventitia (circa 30% der gesamten Adventitiazellen)
sind im Vergleich um den Faktor 4 zahlreicher, die VV sind in der Adventitia 9-fach
stärker als in der Intima. Der Aspekt einer erhöhten VV- und Leukozytendichte in der
Adventitia verweist auf den Einﬂuß der Adventitia im Verlauf der Atherosklerose. Ebenso
haben 97% der intimalen VV ihren Ursprung in den adventitiellen VV, während nur 3%
aus dem Lumen selbst versorgt werden (Kumamoto et al. 1995).
Die untersuchten RIVA zeigen einen linearen Zusammenhang zwischen den Dichten
der CD45+ Zellen und der VV sowohl in der Intima als auch in der Adventitia und
weisen bei den drei untersuchten atherosklerotischen Gruppen (Grad 1 – 2, 3 und 4 – 5)
ein jeweils speziﬁsches Verhältnis von CD45+ Zellen/VV auf. Dieser Quotient liefert einen
diagnostischen Wert für den Verlauf der Atherosklerose in den RIVA. Die Korrelation legt
die Funktion der VV als Zubringer und Eintrittspforte für Immunzellen in die Gefäßwand
nahe und wurde bereits von Zhang et al. (1993) und nachfolgend von Depré et al. (1996)
und Langheinrich et al. (2006) beschrieben, wobei der kausale Zusammenhang noch nicht
ausreichend erforscht ist. Die Abnahme der Dichte von CD45+ Zellen in Intima und
Adventitia der atherosklerotischen Graden 4 – 5 ist mit einer reduzierten VV-Dichte
verbunden. Eine lineare Beziehung zwischen Inﬂammation und Neovaskularisierung wurde
für fortgeschrittene Läsionen in ApoE -/- und Low Density Lipoprotein (LDL) -/- Doppel-
Knockout Mäusen demonstriert, wobei die höchsten Werte in hämorrhagischen Plaques
und die niedrigsten in kalziﬁzierten Läsionen auftraten (Langheinrich et al. 2006).
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CD68+ Makrophagen und Mastzellen in Grad 4 – 5 gleichbleibend erhöht
Das Verhalten der CD68+ Makrophagen und Mastzellen weicht von dem der CD45+
Zellen dahingehend ab, daß die Dichte im Grad 4 – 5 auf dem anfänglich angestiegenen
Level persistiert. Die unveränderte Anzahl von Makrophagen in den fortgeschritte-
nen Stadien kann aus verschiedenen, in atherosklerotischen Läsionen nachgewiesenen
Makrophagenpopulationen resultieren. Makrophagen stammen von unterschiedlichen
Untergruppen der Monozyten ab und können eine sehr heterogene Zusammensetzung an
Oberﬂächenmolekülen und Rezeptoren aufweisen, um in die Läsion einzuwandern oder
sie zu verlassen (Tacke et al. 2007). Anhand der Oberﬂächenmarker wird unterschieden
zwischen (1) „inﬂammatorischen“ Makrophagen der TH1-Immunantwort unter dem Ein-
ﬂuß des Zytokins Interferon-γ (IFN-γ) und (2) den „residenten“ Makrophagen, die unter
der TH2-Immunantwort eine längere Verweildauer im Gewebe aufweisen (Gordon 2007).
In fortgeschrittenen Atherosklerosegraden wird die ursprüngliche Population überwie-
gend inﬂammatorischer Makrophagen durch residente Gewebsmakrophagen angereichert
bzw. ersetzt, was die gleichbleibend hohe Dichte der CD68+ Zellen in Grad 4 – 5 erklären
kann.
Mastzellen begünstigen die Atherogenese durch Freisetzung proinﬂammatorischer Zy-
tokine (Sun et al. 2007), Sezernierung angiogenetischer Faktoren (Lappalainen et al. 2004)
und tragen durch Aktivierung von Matrix abbauenden Metalloproteinasen mutmaßlich
zur Plaqueinstabilität bei (Johnson et al. 1998). Infolge ihrer vielfältigen Einsatzmög-
lichkeiten können Mastzellen in den frühen bzw. späteren Atherosklerosegraden jeweils
unterschiedliche Aufgaben übernehmen.
Mögliche Modulation der TH1-/TH2-Immunreaktion
Für menschliche Coronararterien wurde von Watanabe et al. (2007) eine Veränderung
der T-Lymphozytendichte in den fortgeschrittenen Atherosklerosegraden beschrieben.
Während die Anzahl der T-Zellen in der Adventitia abﬁel und anschließend wieder anstieg,
blieb die Makrophagenanzahl unverändert. Eine mögliche Modulation der TH1-/TH2-
Immunreaktion in fortgeschrittenen atherosklerotischen Läsionen wurde als Ursache für
ein erneutes Ansteigen der T-Lymphozytenanzahl diskutiert (Watanabe et al. 2007).
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Nach einer Studie von Frostegård et al. (1999) überwiegt bei der Atherosklerose die
TH1-Immunantwort. Jedoch wurde von anderen Forschergruppen auch der Einﬂuß der
TH2-Typ Immunantwort innerhalb atherosklerotischer Gefäße aufgrund der regelmäßigen
Beobachtung von komplexen, Lymphfollikel ähnlichen Zellansammlungen in der Adventitia
fortgeschrittener Läsionen geschlußfolgert (Schwartz und Mitchell 1962, Ramshaw und
Parums 1990). Nachfolgend konnte dieser Aspekt ebenso für Gefäße mit Aneurismen
(Koch et al. 1990, Schönbeck et al. 2002) und Patienten mit Autoimmunerkrankungen
(Aubry et al. 2004) gezeigt werden. Auch in den untersuchten RIVA-Proben befanden sich
drei dieser Strukturen in den Graden 4 – 5. Sie waren an der Grenze zwischen Adventitia
und perivaskulärem Fettgewebe in der Region der Plaqueschultern lokalisiert. Für eine
weiterführende Untersuchung des Teilbefunds, daß kleine Lymphfollikel in der Adventitia
von atherosklerotischen Gefäßen auftreten, sind mehr RIVA-Proben notwendig.
Beteiligung des perivaskulären Fettgewebes
An die Adventitia der RIVA grenzt abluminal das epikardiale Fettgewebe. Die speziﬁschen
metabolischen Eigenschaften des epikardialen Fettgewebes legen seine Mitwirkung an
kardiovaskulären Erkrankungen nahe (Sacks und Fain 2007), auch wenn es im Vergleich
zu anderen Fettgeweben eine unterschiedliche embryonale Abstammung hat. Die Inﬁl-
tration des perivaskulären Fettgewebes mit CD45+ Leukozyten in den RIVA-Proben
folgt im Verlauf der Atherogenese der Tendenz, die auch bei der Intima und Adventitia
beobachtet wurde. Dies deutet auf einen gemeinsamen Mechanismus bei der Rekrutie-
rung der Leukozyten in die vaskuläre und perivaskuläre Schichten hin. Die Beobachtung
von einsprießenden VV, zusammen mit erhöhten Leukozytendichten im perivaskulären
Fettgewebe, führten zu der Hypothese einer „physiologischen Einheit“ (Vela et al. 2007).
Demzufolge stellen die VV eine adventitielle und periadventitielle Perfusionszone dar,
die bei den RIVA-Proben (geschlußfolgert aus der Inﬁltration CD45+ Zellen) auf 500µm
des angrenzenden Fettgewebes beschränkt ist. Im Übergang von der Adventitia zum
perivaskulären Fettgewebe läßt sich ein Abfall der CD45-Dichte beobachteten. An dieser
Stelle wird die Einwanderung der CD45+ Lymphozyten möglicherweise durch Adipo-
nektine des perivaskulären Fettgewebes gehemmt. Das Zytokin Adiponektin, welches
auch von epikardialen Adipozyten gebildet wird (Iacobellis et al. 2005), vermindert die
leukozytäre Inﬁltration durch Unterdrückung endothelialer Adhäsionsmoleküle und führt
zu verminderter Lipidaufnahme in Makrophagen (Ouchi et al. 1999, Ouchi et al. 2001).
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4.3 Zellen mit Vorläufermarkern
CD34+, VEGFR-2+ und CD117+ Zellen in Grad 3 am stärksten
In den RIVA-Proben wurden mit Ausnahme von CD133 alle untersuchten Vorläufer-
zellmarker auf Zellen der Adventitia gefunden. Ihre Dichte ist im atherosklerotischen
Grad 3 deutlich erhöht. CD34+ Zellen (52% der gesamten Adventitiazellen) sind den
VEGFR-2+ (2,9%) und CD117+ Zellen (0,75%) zahlenmäßig überlegen. Die Zelldichten
der untersuchten Vorläufermarker sind vergleichbar mit Ergebnissen aus der menschlichen,
atherosklerotischen Aorta (Torsney et al. 2007). In der Adventitia der RIVA-Proben
waren ﬁbroblastenähnliche, CD34+ Zellen ohne ersichtliche Anbindung an VV am pro-
minentesten. Adventitielle Fibroblasten proliferierten in einem Modell mit verletzten
Gefäßen am Schwein zu Myoﬁbroblasten und gliederten sich in die Neointima ein (Shi
et al. 1996). Das Sialomuzin CD34 ist auf Fibroblasten (Zalewski et al. 2002, Quan
et al. 2004), hämatopoetischen Stammzellen und Untergruppen von Endothelvorläufer-
zellen (Hirschi et al. 2008) vertreten. Es vermittelt über L-Selektin die Adhäsion von
Leukozyten (Baumhueter et al. 1994, Fina et al. 1990) und ist als Hauptkomponente
des Adressin in periphären Lymphknoten am „Lymphozytenhoming“ beteiligt (Puri
et al. 1995). Es ist denkbar, daß ﬁbroblastenähnliche Zellen mit starker CD34-Expression
auch der Adventitia ein „homing“-Signal für Zellen der Atherogenese geben. Einige ovale,
CD34+ Zellen wurden in enger Beziehung zu VV gefunden und könnten an der Angioge-
nese beteiligt sein. Zengin et al. (2006) beschrieben eine „Zone der Vaskulogenese“ in
der Adventitia, die für postnatale Vaskularisierung befähigte CD34+/VEGFR-2+ Zellen
beherbergt. Die Dichte der CD117+ Zellen folgt dem Trend des Ansteigens in Grad 3
und des Abfalls in den Graden 4 – 5, wie er bereits für CD45 und VV beschrieben wurde.
Im Gegensatz dazu bleiben die Dichten der CD34+ und VEGFR-2+ Zellen in den späten
Graden wie bei den Makrophagen und Mastzellen erhöht.
Durch die zwei unterschiedlichen Arten der Verteilung von Zellen mit Vorläufermarkern
bzw. Leukozyten an der Atherogenese manifestieren sich zwei individuell regulierte
Vorgänge, die entweder mit der Neovaskularisierung korreliert sind oder nach einem
Anstieg in Grad 3 auf diesem Level persistieren. An der unterschiedlichen Dynamik
der zellulären Beteiligung in den untersuchten atherosklerotischen RIVA werden die
vielschichtigen Aufgaben der an der „atherosklerotischen“ Angiogenese beteiligten Zellen
deutlich. Weiterführende Studien zur Regulation der zellulären Einwanderung und der
Verweildauer und Funktion der Zellen in der Gefäßwand sind im Blick auf eine modiﬁzierte
Atherosklerosetherapie notwendig.
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Die Atherosklerose wird heute als eine chronische Entzündung der Gefäßwand betrach-
tet, bei der die Adventitia eine die Krankheit verstärkende Rolle übernimmt. In den Vasa
vasorum (VV) werden unterschiedliche Arten von Leukozyten und vaskulären Vorläufer-
zellen rekrutiert. Detailierte Studien für diese Befunde wurden unter anderem von Moos
et al. (2005) und Torsney et al. (2007) erarbeitet. Studien über die Verteilung von inﬁl-
trierenden Zellen in Abhängigkeit von der Progression der Atherosklerose fehlen für die
Coronaratherosklerose. Die vorliegende Arbeit analysiert die Verteilung von Leukozyten
(CD45, CD68, Mastzellen) und Zellen mit Vorläufermarkern (CD34, CD117, VEGFR-2)
in der Adventitia von atherosklerotischen, menschlichen Coronararterien. Die in Paraﬃn
eingebetteten Proben (n = 9) stammten vom Institut für Anatomie, Universität Leipzig.
Die atherosklerotischen Schweregrade 1 – 5 nach Stary et al. (1992, 1994, 1995) wurden in
mit Elastika van Gieson gefärbten Schnitten festgelegt. Zusätzliche Schnittserien dienten
der Einfach- und Doppellokalisation von Antigenen, die Leukozytentypen und Zellen mit
Vorläufermarkern kennzeichnen.
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Die Untersuchungen zeigen, daß die Dichte von CD45+ Zellen ihr Maximum in Grad 3
aufweist und dabei in der Adventitia im Vergleich zu Intima und perivaskulärem Fett-
gewebe 4-fach erhöht ist. In allen Gefäßschichten zeigte die Verteilung CD45+ Zellen
dieselbe Zunahme der Dichte in Grad 3 und einen Abfall in Grad 4 – 5, was auf eine
funktionelle Einheit der Gefäßschichten verweist. An der Grenze von der Adventitia zum
perivaskulären Fettgewebe nimmt die Dichte von CD45+ Zellen ab. An dieser Stelle wird
die Einwanderung der CD45+ Lymphozyten möglicherweise durch Adiponektine des peri-
vaskulären Fettgewebes gehemmt. Eine antiinﬂammatorische Wirkung des perivaskulären
Fettgewebes ist damit denkbar.
Sowohl in der Intima (r2 = 0, 589) als auch in der Adventitia (r2 = 0, 986) ließ sich,
durch alle Atherosklerosegrade hindurch, eine lineare Korrelation zwischen inﬁltrierenden
CD45+ Lymphozyten und der VV-Dichte feststellen. Es ist anzunehmen, daß die VV als
Zubringer und Eintrittpforte der Immunzellen in die Gefäßwand fungieren, wobei der
kausale Zusammenhang hierfür noch nicht ausreichend erforscht ist.
Weiterhin konnte gezeigt werden, daß die Dichte von CD68+ Zellen der Adventitia von
Grad 1 – 2 zu Grad 3 ansteigt. Im Gegensatz zu CD45 ließ sich jedoch in den Graden 4 – 5
kein Abfall der Dichte beobachten. Möglicherweise wird in fortgeschrittenen Atheroskle-
rosegraden die ursprüngliche Population überwiegend inﬂammatorischer Makrophagen
durch residente Gewebsmakrophagen angereichert bzw. ersetzt, was die gleichbleibend
hohe Dichte der CD86+ Zellen in Grad 4 – 5 erklären kann.
In der Adventitia wurden zwei unterschiedliche Verteilungsmuster festgestellt, wie
bereits beispielgebend für CD45 und CD68 gezeigt. Das eine betriﬀt die Dichten von
VV, CD45+, VEGFR-2+ und zeigt im Grad 3 deren stärkste Expression. Das andere
zeigt für CD34+, CD68+, Tryp+ sowie CD117+ Zellen, daß deren Dichte im Grad 4 – 5
auf dem anfangs angestiegenen Level persistiert. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
daß Leukozyten und vaskuläre Vorläuferzellen im Verlauf der Atherogenese wechselnde
Funktionen wahrnehmen können. Sie nehmen oﬀensichtlich VV als Eintrittspforte in die
Gefäßwand. Weiterführende Untersuchungen sind an einer höheren Anzahl von Proben
durchzuführen. Die zwei unterschiedlichen Verteilungsmuster von Leukozyten und Zellen
mit Vorläufermarkern beim Schweregrad 4 – 5 könnten dazu beitragen, die Pathogenese
der Atherosklerose besser zu verstehen und eine Atherosklerosetherapie mit speziﬁschen
Antikörpern erfolgreich zu modiﬁzieren.
Anhang
Abkürzungsverzeichnis
Abkürzungen von Zeitschriften sind dem Index Medicus, bzw. der International List of
Periodical Title Word Abbrevations entnommen. Einheiten und deren Präﬁxe wurden
nach dem Système International d’unités abgekürzt.
AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol
Aquadest Aqua destillata
AP alkalische Phosphatase
ApoE Apolipoprotein E
ARAD Arteria radialis
ATHOR Arteria thoracica interna
BSA Bovines Serumalbumin
DAB Diaminobenzidin
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EvG Elastika van Gieson
IFN-γ Interferon-γ
IHC Immunhistochemie
LDL low density lipoprotein
MW Mittelwert
PBS Phosphatase-buﬀered saline
PO Peroxidase
RIVA Ramus interventricularis anterior
RT Raumtemperatur
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SD Standardabweichung
SCF Stammzellfaktor (stem cell factor)
TBS Tris-buﬀered saline
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryp Tryptase
ÜN über Nacht
VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor-2 (CD309, KDR, Flk-1)
VV Vasa vasorum
vWF von Willebrand-Faktor
ZNS Ziegenormalserum
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